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諸言 
 
 脳は神経細胞とグリア細胞、血管から構成されており、ヒトの脳においてグリア細胞は
脳細胞の約半数を占めている 1,2,3）。グリア細胞の一種であり、脳細胞の中で最も数が多い
アストロサイトは、ニューロンの構造的な支持、ニューロンへの栄養供給、過剰放出され
た伝達物質の除去など、ニューロンを保護する役割のみならず 4,5,6,7)、近年の研究では、ア
ストロサイト同士がギャップ結合を形成し、物理的な細胞間連絡を行ったり 8,9）、シナプス
形成や樹状突起の伸長を制御したり 10,11,12）、細胞内 Ca2+濃度を変動させることで神経伝達
を制御したりする役割を担っていることが明らかとなってきた 13,14,15,16,17)。in vitro 研究
においても、ニューロンをアストロサイトと共培養することでシナプス形成が促進し、シ
ナプス伝達が増加することも報告されている 18,19,20)。 
また、これまでは神経細胞の変性が原因であると考えられてきたアルツハイマー病やレ
ット症候群などの神経変性疾患においても、その発症や進行の制御にアストロサイトの病
態が関わっている可能性が示唆されている 21,22,23）。しかし、アストロサイトのシナプス伝
達制御機能に関しては未知な部分が多く、アストロサイトによる脳機能の構築に対する役
割はいまだ明らかになっていない。 
本研究は、アルツハイマー病とアストロサイトの老化の因果関係に着目している。アル
ツハイマー病患者数は高齢者人口の増加に伴い増加の一途をたどっており、日本国内では
150万人を超えている。このような現状にも関わらず、アルツハイマー病の治療法開発が進
まない大きな原因は（図 医薬産業政策研究所, 2009）、アルツハイマー病発症機序には未
知な部分が多く、未だに様々
な説が議論されており、病態
の詳細な解明に至っていな
い。 
 進行性の記憶障害、失語・
失認などの認知機能障害を
呈する中核症状と、妄想、う
つ症状、不安などの多彩な神
経症状を呈する周辺症状が
頻繁に認められ、また、組織
学的特徴として、脳萎縮、老
人斑、神経原線維変化などが
確認されている。アルツハイ
マー病の発症メカニズムに関しては、アミロイドカスケード仮説 24,25,25）、コリン仮説 27,28）、
タウ仮説 29,30,31）などが挙げられる。 
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これらの説に基づいて、
アルツハイマー病のバイオ
マーカーとして、脳脊髄液
中 Aβ、総タウ、p-タウな
どが研究されており、これ
までに数多くの報告がされ
ている（表 1 神経精神学会 
AD 治療ガイドライン 2010）。
2001年に発表された米国神
経学アカデミーによるアル
ツハイマー型認知症診断の
バイオマーカーである、脳
脊髄液中 Aβの低下と総タウ値の上昇を基準とした診断においては、実践的指針で感度 85％、
特異度 87％と評価され、ガイドラインとして推奨された。このように、アミロイドカスケ
ード仮説、タウ仮説を擁護する報告が数多くあるが、その中でもアミロイドカスケード仮
説を擁護し、Aβが主要原因物質であるとの主張が大半である 32）。 
近年、アルツハイマー病においてはアミロイドカスケード仮説を根拠とする組織学的特
徴、病理学的特徴の多くが明らかとなりつつあるが、数年前までは、これら 2 つの特徴を
結びつける根拠が乏しかった。例えば、アルツハイマー病患者の特徴とされている Aβの蓄
積量が認知機能障害や神経脱落の程度と一致しないこと、認知機能の障害が認められなか
った高齢者の解剖脳に，アルツハイマー病患者脳に相当する Aβの蓄積がしばしば認められ
ること、また，アルツハイマー病モデル動物で検出された遺伝子変異を導入させたトラン
スジェニックマウスの脳においては，Aβが高度に蓄積しているにもかかわらず，有意な神
経細胞の脱落が認められないことなどが報告されている 33）。このように、多くのアルツハ
イマー病関連の研究の根拠とされているアミロイドカスケード仮説が疑問視される報告が
あったが、近年、アミロイド・イメージングにより、脳内の Aβ蓄積の可視化が可能となり、
また functional MRIの発達により、微細な脳機能の画像化が可能となったことで、アミロ
イドカスケード仮説を支持する報告が増えてきている。Aβの蓄積には領域選択性があり、
これらの領域が担う記憶形成に関わる機能が、Aβ蓄積に伴い障害されていることが
functional MRIにより明らかとなった 34,35）。また、アイロイド・イメージング陽性領域は
脳脊髄液中の Aβの減少と相関することも報告されており 36）、アルツハイマー病における A
β蓄積の病的意義がさらに重要視されることとなった。 
 本研究は、アミロイドカスケード仮説を支持する立場で研究を行っており、in vitro 実
験において、Aβがシナプス伝達に及ぼす作用の解析を試みたものである。Aβ は 40-42 の
アミノ酸からなるペプチドであり、β－及び γ－セクレターゼの働きにより前駆体タンパ
ク（APP; amyloid β protein precursor）から産生される（図 1 J. Steven, et al., 2005 ）。
研究報告 年 対象 バイオマーカー 感度 特異性 その他
Kanai 1998 93AD, 54cont, 33nAD, 56ND Aβ 40, Aβ 42, tTau 71～91% 83% multicenter, 
prospective（GTT）
Hulstart 1999 150AD, 100cont, 79nAD, 84ND Aβ 42, tTau 85% 86% Europe 10 center
Knopman 2001 3 class Ⅱ, Ⅲ研究 Aβ 42, tTau 80～97% 86～95% systematic review
ANN
Andresean 2001 163AD, 23VaD, 20MCL, 9DLB, 8ND, 18contAβ 42, tTau 75～94% 89～100% 1y-prospective
Itoh 2001 236AD, 239nAD/ND, 95cont pTau199 85% 85% multicenter
Shoji 2002 366AD, 181cont, 168nAD, 316ND tTau 59% 90% multicenter
Clark 2003 106dementia, 73cont Aβ 42, tTau 85% 84% 2～8y follow autopsy
confirmed
Sunderland 2003 17Aβ 42研究, 34tau研究 Aβ 42, tTau 85% 89% meta-analysis
（3,133AD vs 1,481cont）
Blennow 2003 41tau研究（2,500AD vs 1,400cont） Aβ 42 86% 90% systematic review early
15Aβ 42研究（600AD vs 450cont） tTau 90% 81% AD, MCL
11p-Tau研究（800AD vs 370cont） pTau 92% 80%
Aβ 42/tTau 85～94% 83～100%
Hampel 2004 161AD/FAD/DLB/VaD, 45cont pTau231 85% 83% international
pTau181 79% harmonization
pTau199 60～71%
GTT3 2004 243AD, 91cont, 152nAD, 157ND Aβ 40, Aβ 42, tTau 80% 84% continuous GTT1
AD=Alzheimer病, cont=対照, nAD=非AD型認知症, ND=認知症を伴わない神経疾患, tTau=総タウ, pTau=リン酸化タウ
表1　ADにおける主なバイオマーカーの11研究（1998～2008）
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γ－セクレターゼは APPの 40もしくは 42番目のアミノ酸を切断し、Aβ1-40もしくはAβ1-42
を産生する。両者は性質が異なり、Aβ1-42は凝集性が高く Senile Plaque（老人斑）とよば
れるアミロイド凝集体に多く存在し、in vitro 実験においてもアルツハイマー病の病理過
程で先行して凝集が生じることが認められている。APP 変異を有する遺伝子改変動物
（Tg2576）を用いた実験では、β-セクレターゼによる Aβ産生過程において、特に Aβ1-42
産生を増加させることが報告されている 37,38）。Aβの産生に関わる重要な因子には、APP、
β-及びγ-セクレターゼ以外にもプレセニリン（PS）があり、PS 変異を有する遺伝子改変
動物では、γ-セクレターゼによる APP切断において、正常脳では産生が少ない Aβ1-42の産
生を増加する方向にシフトする変異が認められた 39,40,41）。これらの遺伝子改変動物に共通
する組織学的特徴は、Aβ1-42/Aβ1-40の比率の増加により Senil plaqueの凝集・蓄積を促進
することであり、この Senile plaque が神経細胞死を誘導することでアルツハイマー病が
発症すると考えられている 42,43,44,45）。 
 しかし、近年の研究では、Aβの凝集体である Fibril 体だけではなく、球状の低分子重
合体である oligomer体がアルツハイマー病による神経細胞障害に深く関わっていることが
明らかとなった。記憶形成に関わる海馬神経細胞において oligomer体がシナプス伝達低下
作用を有することが報告されている 46,47,48）。例えば、Aβ oligomer はシナプス前細胞の
active zoneにおけるシナプス小胞サイズや総数、伝達物質放出確率を低下させることでシ
ナプス伝達を脆弱化するという報告や 49,50）、リアノジン受容体や IP3 受容体に作用し、細
胞内 Ca2+の調節機能を破綻させることによるシナプス伝達低下作用 17,51,52）、また、NMDA受
容体の活性化によりグルタミン酸の過剰放出誘導を介したシナプス脆弱作用を有すること
も知られている 53,54,55）。さらに、これらの作用機序はシナプス可塑性に関わる Long-term 
potentiation（LTP）の抑制に働くことも報告されている 56,57,58）。しかし、これらの機序は
Aβの重合度や Aβ1-42 /Aβ1-40比率
59,60,61）、また、細胞外濃度により異なること 47,62,63）、ま
た、アルツハイマー病発症の進行度によっても異なること 38,50,64,65）が報告されており、ア
ルツハイマー病における Aβのシナプス機能修飾作用に関する詳細な機序は不明である。 
 アルツハイマー病における Aβの詳細なメカニズムの解明を困難にしている要因はそれ
だけではない。Aβには神経細胞障害だけではなく、アストロサイトやミクログリアなどの
グリア細胞にまで作用を及ぼし、これらの作用もアルツハイマー病における神経ネットワ
ークの破綻に関与していることが明らかとなってきた。正常な脳内では、アストロサイト
やミクログリアは Aβ除去能を持ち、神経細胞保護的に働くが、Aβによる炎症反応に対し
て過剰に反応し、本来の神経保護作用が破綻することで、神経障害を誘発する可能性が示
唆されている 66,67,68,69,70,71）。また、Aβの作用により、アストロサイトが有するシナプス間
隙のグルタミン酸回収能が高まることで、興奮性シナプス伝達を低下させること 72,73）、NMDA
受容体を活性化させ、アストロサイトからのグルタミン酸過剰放出誘導をによるシナプス
伝達の脆弱 74）などといった、ニューロン-グリア細胞相互作用に関する報告も増えてきてい
る。 
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 さらに、Aβには細胞老化促進作用があることも明らかとなっており 75）、特に高齢者で顕
著な脳機能障害を呈するアルツハイマー病と密接な関わりがあると考え、本研究テーマを
設定した。本研究で用いた培養細胞では、アストロサイトのマーカーである glial 
fibrillary acidic protein（GFAP）の発現は認められたが、ミクログリアのマーカーであ
る CD11ｂの発現はほとんど認められなかったことから（data not shown）、ミクログリア
よりもアストロサイトがシナプス伝達に及ぼす影響の方が大きいと考え、ニューロン-老化
アストロサイト相互作用の研究を中心に行った。第 1 章では、0.5 µM Aβ1-40による老化促
進作用の有無を検討し、さらに、炎症関連マーカーによる検討を行い、その老化の特性を
調べた。第 2 章では、時系列に従った老化アストロサイトのシナプス機能修飾作用を電気
生理学的解析、免疫組織学的解析を用いて検討した。さらに、第 3章では、Aβ1-40による異
常老化アストロサイトのシナプス機能修飾作用の解析、また、その作用がニューロンへの
直接作用であるのか、それとも、アストロサイトを介した間接的な作用も有するのかを検
討した。 
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第 1章 培養アストロサイトにおける amyloid β protein fragment 1-40 (Aβ1-40, 0.5 µM)  
72時間慢性暴露による細胞老化促進作用 
 
 アルツハイマー病の原因物質の 1 つと考えられている Aβは、アルツハイマー病患者の脳
内に凝集・蓄積していることが確認されている。近年の研究において、培養アストロサイ
トに高濃度の Aβを慢性暴露すると、細胞老化が促進することが報告された 75）。本章では、
脳内での産生量が最も多く、また、in vitro において単回投与でシナプス伝達の低下を誘
導することが報告されている Aβ1-40（0.5 µM）での老化促進の有無を検討した
47）。 
 
1-1 β-galactosidase染色法（老化細胞染色法）によるアストロサイトの老化の定性 
 
1 実験材料ならびに実験方法 
 
1-1 実験動物 
 
実験動物は、ICR 系統マウス生後 0～2 日（九動）を初代培養に用いた。繁殖に用いた親
マウスはプラスチィックケージの中に収容し、室温 23±2℃、湿度 60±2%、12 時間の明暗
サイクル（AM7 : 00 点灯、AM7 : 00消灯）の環境で飼育した。なお、餌（CE-2、日本クレ
ア）および水は自由に摂取できるようにした。 
 実験動物の取り扱いは福岡大学動物実験委員会（Experimental animal care and use 
committee）による動物倫理規定に準じた。 
 
1-2 実験方法 
 
1-2-1 Aβ1-40慢性暴露アストロサイト初代培養標本の作製手順 
①ICR 系統マウスから生まれた仔マウス（生後 0～2 日）をアルコール消毒し、滅菌処理し
たハサミで断頭した。 
②滅菌処理したピンセットを用いて頭皮および頭蓋骨を剥がし、露出した全脳をミクロス
パーテルですくうようにして取り出した。 
③冷却した HBSS溶液（Hank’s Balanced Salt Solution, invitrogen）に脳を浸し、顕微
鏡下でピンセットを用いて素早く大脳皮質を取り出し、表面の血管及び硬膜を除去した。 
④取り出した大脳皮質を、Trypsin / EDTA溶液が 1 mL入った 1.5 mLチューブ（Eppendorf）
に入れ、37℃、700 rpmで 20分間撹拌した。 
⑤撹拌後、チューブ中の Trypsin / EDTA 溶液を除去し、適量の 10％ FBS 含有 D-MEM 溶液
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（10％ FBS溶液）でリンスした。10％ FBS 溶液の組成は以下の通りである。 
10％ FBS含有 D-MEM 溶液の組成 
50 mL Heat-inactivated FBS（invitrogen） 
   1 mL  Penicillin-Streptomycin（invitrogen） 
    0.5 mL  MITO ストック＊（BD Bioscience） 
    450 mL D-MEM（GlutaMAX-І含有、invitrogen） 
＊MITO+Serum Extender （BD Bioscience）1ボトルに超純水を 5 mL加えて溶解し、 
1.5 mLチューブに 0.6 mLずつ分注して冷凍保存した。 
⑥リンス後に 10% FBSを除去し、新たに 10%FBS溶液を 1 mL加え、1000 µLピペットマンに
装着したブルーチップで大脳皮質を数回攪拌単離した。 
⑦攪拌単離した液の上清 1 mL を、あらかじめ 10％FBS 溶液 10 mL を入れておいた 25 cm2
の培養フラスコ（Falcon）に入れ、Incubator 内で 24時間程度培養した。 
⑧24 時間後、メディウム中の浮遊細胞を除去するため、メディウムをパスツールピペット
で吸引除去し、新たに 10％ FBS 溶液を 10 mL 入れインキュベーター内で 3 週間培養した。
（このとき、アストロサイトがフラスコ底面に付着している事を顕微鏡下で観察した。） 
⑨アストロサイトがフラスコ底面に十分育っていることを確認し、フラスコを平らな場所
で数回打ちつけてアストロサイト以外の混在するグリア細胞等を機械的に除去した。 
⑩37℃に温めておいた Trypsin / EDTA溶液 10 mLをフラスコに加えて 5分間程度インキュ
ベートし、フラスコ底面からアストロサイト層を剥離した。 
⑪アストロサイト層が剥離され細胞が単離されていることを顕微鏡下で確認し、10％ FBS 
溶液 10 mLを加え、Trypsin / EDTAの酵素活性を止めた。 
⑫アストロサイト混濁液を 50 mL チューブ（Falcon）に移し、さらに 10 mL程度の 10％ FBS 
溶液をフラスコに加え 1～2回リンスした。 
⑬細胞が入った 50 mL チューブを 37℃、1,000 rpm で 3分間遠心し、細胞を沈殿させた。 
⑭遠心後、上清を吸引除去し、新たに 10％ FBS溶液 1 mLを加えた。 
⑮1000 μLピペットマンに装着したブルーチップで細胞塊を数回攪拌した。 
⑯細胞白濁液を 10 µL採取し、細胞カウンター（BECTON DICKINSON）を用いてアストロサ 
イトの数を数えた。  
⑰カウント数をもとに 1 well当たりの細胞数が 100,000個となるよう、PDL/Collagenで 
コーティング＊を施したカバーガラス（Matsunami 22mm 丸型 No.1） を置いた 6 wellプレ 
ート（BECTON DICKINSON）に培養アストロサイトを播き、1週間程度培養した。メディウム 
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はアストロサイト初代培養で用いた 10% FBS溶液とし、各 wellに 2 mL 入れた。 
 
＊コーティングしたカバーガラスの作成 
1：質量分率 65％の硝酸を用いてカバーガラスを数時間攪拌洗浄し、蒸留水で一晩撹拌
洗浄することで脱脂処理を施した。 
2：脱脂処理後のカバーガラスを 6 well プレートに一枚ずつ入れ、UV ランプを 40 分間
照射し殺菌した。 
3：0.5% Agarose（SIGMA）溶液を作成し、綿棒を用いてカバーガラスに塗布後、UVラン
プを 40分間照射して殺菌し、室温で一晩乾燥させた。 
4：約 4 mg/mL Collagen I, rat tail（BD Bioscience）0.5 mLと 1mg/mL Poly-D-Lysine, 
hydrobromide（Sigma）溶液 0.5 mLを混合し、コーティング液とした。 
5： Agarose 処理したカバーガラスにコーティング液を塗布し、UV ランプを 40 分間照
射殺菌後、室温で十分乾燥させた。 
 
1-2-2 Aβ1-40調整と培養アストロサイトへの投与手順 
①Aβ1-40（Sigma）を 100% 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol(HFIP, Sigma)に溶解し、 
4℃で 2 時間攪拌させ、使用時に 50 µM の濃度となるように分注した後、真空デジケーター 
を用いて HFIPを揮発させ、-80℃フリーザーに保存した。 
②1-2-1の手順で準備したアストロサイトをさらに 2週間培養し、①で保存した Aβ1-40を 
最終濃度が 0.5 µM となるように投与した（Aβ群）。溶媒対照群には 4-(2-hydroxyethyl) 
-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES 、Sigma）buffer（Control 群）を用いた。 
③Aβ1-40投与後 72 時間インキュベートしたものを標本として老化細胞測定に用いた。 
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1-2-3 β-galactosidase 染色法による老化細胞の定性 
 
1.試薬の準備 
①キット同梱の X-gal solution を 37℃で 1時間温めた。 
②キット同梱の 10×Fixation Bufferを滅菌水で 10倍に希釈し、1×Fixation Bufferを作
製。希釈後は-20℃で保存した。 
③10×PBSを滅菌水で 10倍希釈し、1×PBSを作製した。希釈後は 2-8℃で保存した。 
④Staining Mixture を作製した。組成は以下に示す。（全てキット同梱） 
・1 mL    10×Staining Solution 
・125 µL    Reagent B 
・125 µL    Reagent C 
・0.25 mL    X-gal Solution 
・8.50 mL    超純水 
  
2.β-ガラクトシダーゼ染色および撮影手順 
①培養標本のメディウムをパスツールピペットで吸引除去した。 
               ②1 mL / wellの 1×PBSで 2回洗浄する。細胞が剥がれないように 6 wellプレート 
の壁面を伝わせて洗浄した。 
③1.5 mLの 1×Fixation Buffer を加え、室温で、6-7分間静置し、固定を行った。 
④②と同様の方法で、1 mL / wellの 1×PBSで 3回洗浄した。 
⑤1 mL / wellにて Staining Mixtureを入れた。 
⑥乾燥を防ぐためにパラフィルムで密閉し、37℃、CO2無しの環境下で細胞が青く染色され
るまで 4-6時間インキュベートした。 
⑦実体顕微鏡下で細胞を観察し、最適なインキュベート時間で Staining Mixture を PBSで
3 回洗浄して反応を止めた。 
⑧ProLong® Gold antifade reagent with DAPI（life technologies）をスライドガラスに
150 µL 置き、その上に細胞接着面が下になるようにガラスをゆっくり置いた。このとき、
ガラスの背面の水分をしっかりと拭き取り、ガラスからはみ出した試薬はクレシアで軽く
拭き取った。 
⑨AZ100（Nikon）を用いて観察を行った。β-galactosidase活性は可視下観察した。 
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1-2-4 Nuclear Factor-kappa B（NF-κB）染色法の手順 
実験にはβ-garactosidase 染色と同様に、5週間培養アストロサイトを用いた。 
 
・試薬の準備 
○10×PBS溶液（100 mL）室温保存 
    ・PBS粉末 （組織洗浄用、Wako）   1袋 
  ・KCl              0.2g 
  ・超純水 
 
○20% Triton X-100 in 1×PBS溶液（20 mL）室温保存 
  ・Triton X-100     4 mL 
  ・1×PBS溶液    16 mL 
 
○4% PFA in 1×PBS 溶液（用時調整）  
  ・パラホルムアルデヒド（nakalai tesque） 4 g 
  ・10×PBS溶液                           10 mL 
  ・sucrose（invitrogen）                   2 g 
  ・超純水                                 60 mL 
 
○0.1% Triton X-100 in 1×PBS溶液（用時調整） 
    20% Triton X-100 in PBSを 1×PBS溶液で 200倍希釈した。 
 
○NF-κB p65 （E498）Antibody in antibody solution（一次抗体溶液） 
・NF-κB p65 （E498）Antibody（1:100, Cell Signaling Technology） 
・2% Normal goat serum (NGS, Sigma） 
・0.1% Triton X-100溶液 
・0.1 M Tris + 0.15 M NaCl 
 
○anti-rabbit Alexa Fluoro 488 Antibody in antibody solution（二次抗体溶液） 
・anti-rabbit Alexa Fluoro 488（1:400,Molecular Probes） 
   ・antibody solution 
Tris-baseで pH 7.4に調節し、
超純水で全量 100 mLにした。 
65℃の超純水に PFA 4 gを入れ、 
撹拌しながら NaOH を数滴ずつ溶
けるまで添加した。冷却後、
pH7.0-7.8であることを確認し、 
10×PBS溶液、sucroseを加え 
超純水で全量を 100 mLとした。 
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・免疫染色の手順 
実験には 5週間培養アストロサイト（Control 群、Aβ群）を用いた。 
①培養標本の各 well を 1×PBS溶液で 3回洗浄した。 
②各 wellに 4％ PFA 溶液 2mLを加え 15分間静置し、細胞を固定した。 
③各 wellを 1×PBS溶液で 3回洗浄した。 
④パラフィルム上に一次抗体溶液を 150 µL 置き、各 wellからピンセットでガラスを取り
出し、細胞接着面が接するように溶液状に置いた（upside-down）。ガラスが溶液に沈んで
いないこと、空気の混入がないことを確認した。一次抗体反応は 4℃で一晩静置した。 
⑤1×PBS溶液で 3回洗浄した。 
⑥④と同様の方法で、二次抗体と反応させた。二次抗体反応は室温で 1時間遮光静置した。 
⑦1×PBSで 3回洗浄した。 
⑧ProLong® Gold antifade reagent with DAPI（life technologies）をスライドガラスに
150 µL 置き、その上に細胞接着面が下になるようにガラスをゆっくり置いた。このとき、
ガラスの背面の水分をしっかりと拭き取り、ガラスからはみ出した試薬はクレシアで軽く
拭き取った。 
⑨共焦点顕微鏡 LSM710 ZEM（Carl Zeiss）を用いて蛍光観察を行った。495 nmの励起光を
レーザー照射し、519 nmの蛍光波長を観察した。 
 
1-2-5 統計処理 
 2群間の統計処理には、Student's t-test を使用した。 
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2 実験結果 
 
2-1 Aβ1-40を慢性暴露したアストロサイトのβ-galactosidase活性の定量 
 
 培養アストロサイトに 0.5 µM Aβ1-40を 72 時間慢性暴露させ、老化細胞の指標として用
いられるβ-galactosidase 活性を測定した。図 1Aはβ-galactosidase 染色による染色像
の典型的な写真を示している。解析は適当な 5箇所を無作為に撮影し、全範囲に占める、
青く染まったβ-galactosidase活性の高い細胞の面積を比率として定量した。この比率が
高いほど、アストロサイトの老化が促進したことを示している。結果は、Aβ群では有意に
その比率が高く（Control: N=4, 2.11±0.38, Aβ: N=4, 6.38±1.19; ***, p<0.001, 図 1B）、
0.5 µM Aβ1-40を 72 時間暴露することで、アストロサイトの細胞老化が促進することが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 Aβ1-40慢性暴露により培養アストロサイトの老化は促進する 
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2-2  Aβ1-40の慢性暴露による炎症反応の誘導に関する検討 
 一般的に in vitro研究において、細胞は酸化ストレスやラジカル反応、またそれに伴う
炎症反応により、老化が促進することが知られている 76,77,78,79,80）。アルツハイマー病に関
する研究においても、高濃度の Aβ1-42は炎症反応を誘導し、細胞老化を促進することが報
告されている 75）。本節では NF-κB染色法を用いて炎症反応の有無を確認した。NF-κBは
無刺激状態では抑制分子 IκBとの複合体として細胞質中に存在しているが、炎症性サイト
カインなどの刺激を受けると、IκB キナーゼによって IκBがリン酸化され、さらに分解さ
れる結果、NF-κBが遊離され、核内へと移行する。図 2Aには、NF-κB（green）と DAPI(blue)
を二重染色した時の典型的な写真を示しており、図中のコバルトグリーンで示される細胞
は、炎症反応により NF-κBが核内に移行している細胞である。図 2B は DAPI染色、NF-κB
染色ともに陽性である細胞の比率をグラフ化したものである。結果は、2群間で有意な差は
なく（Control: N=4, 7.49±2.97, Aβ: N=4, 5.95±2.08, 図 2B）、本研究に用いた条件
において、Aβ1-40は炎症反応を誘導しないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図 2 Aβ1-40による老化は炎症反応を誘導を伴わない 
 
 
 
 
200μm
control Aβ1-40
50 µm 50 µm
200μm
0
2
4
6
8
10
12
%
 o
f n
u
cl
e
i N
F
κB
p
o
si
tiv
e
 a
st
ro
cy
te
s
Ctrl Aβ
A B 
 13 
 
3 考察 
 老化には時系列に従った自然老化と、病態などの何らかの過剰な細胞ストレスにより生
じる異常老化が存在すると考えられている。自然老化、異常老化を問わず、老化により脳
組織には多くの変化が見られ、脳萎縮やニューロンの樹状突起の後退、スパインの減少な
どによる、記憶・学習機能に関わる脳部位の後退や 81,82,83,84）、炎症性サイトカイン、イン
ターフェロン発現の増加などといった免疫反応の亢進による神経障害作用が顕著になる
85,86,87）。アルツハイマー病の原因物質の 1つである Aβによる老化促進作用に関しては、濃
度依存的な老化促進作用の亢進、IL-6発現の増加などが明らかとなっているか詳細な機序
は不明である 75）。高濃度の Aβは神経細胞死や炎症反応を誘導することが知られているが、
本研究で用いた 0.5 µM Aβ1-40は DAPI染色の結果から、アストロサイトの細胞死誘導は認
められず、また、NF-κB染色の結果から、炎症反応も認められなかった。 
 本研究に用いた老化細胞測定は、β-galactosidase が、5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
-β-galactosidase（X-gal）の加水分解を促進する触媒であり、老化細胞では pH6付近で
β-galの活性が高いことを利用している。この試薬の性質は、老化細胞が優先して反応す
るが、老化細胞を特異的に検出するものではないため、実際にはどの程度の割合の細胞が
老化しているのかを定量することができない。今回の解析法は、37℃で 6時間反応させて
β-gal陽性細胞の占める比率を定量したが、Control群で 2％、Aβ群でも 6％程度であっ
た。DAPI染色も同時に行っているので、より正確な割合を求めるために、アストロサイト
の細胞数全体に占める老化細胞数の割合の解析も試みたが、β-gal染色では細胞核のみな
ならず、細胞体も一部染色されてしまうので、β-gal陽性細胞数がアストロサイト数とは
相関をもたないという問題がある。今回の結果から、アストロサイトは Aβに対する感受性
が異なる可能性も考えられたが、Aβ群ではβ-gal陽性細胞の割合が有意に増加していたこ
とからも、共培養したニューロンに対する老化細胞の寄与度が高くなると考えらた。よっ
て、老化型アストロサイトのシナプス機能修飾作用を解析することが可能となった。Aβの
老化促進作用は濃度依存的に、また、反応時間依存的に増加することが報告されており 75）、
老化細胞の占める割合の変化によるシナプス機能修飾作用の差異の解析を行うことも今後
の課題である。 
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第 2章 長期培養による自然老化型アストロサイトを用いた、ニューロンの興奮性 
シナプス伝達の低下作用 
 
第 1章の結果から、アルツハイマー病の原因物質の 1つと考えられている Aβは、アスト
ロサイトの異常老化を誘導することが明らかとなった。アストロサイトの長期培養による
自然老化では、培養 9 週間以上では老化細胞の指標となるβ-galactosidase 活性の増加は
認められなかったが（5w: N=3, 11.5±2.8%, 9w: N=3, 26.1±2.1%, 16w: N=3, 24.0±2.3%; 
**, p<0.01, ***, p<0.001, vs 5w, 図 3B）、Aβ暴露により自然老化アストロサイトの老化
がさらに促進することが確認された（5w: N=4, 3.07±0.47%, 9w+Aβ1-40: N=4, 4.67±0.59, 
*, p<0.05, 図 4B）。このことから、自然老化と異常老化は異なる分子メカニズムで老化が
促進することが示唆され、この老化促進メカニズムの差異がアルツハイマー病特有のシナ
プス病態や認知機能障害などの症状を引き起こす原因となっている可能性がある。そのた
め、本章では、まず、アストロサイトの自然老化がシナプス伝達に及ぼす影響を解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 アストロサイトの長期培養による自然老化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 自然老化型アストロサイトの Aβ1-40による異常老化促進 
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第 1節 アストロサイトの自然老化に基づくシナプス修飾作用の解析 
 
1 実験材料ならびに実験方法 
 
1-1 実験動物 
 本項に用いた実験動物は第 1章 1-1と同様の ICR系統マウスである。 
 
1-2 実験方法 
 
1-2-1 オータプス培養標本の作製手順 
①第 1章 1-2-1の①～⑯と同様の手順で培養アストロサイトを処理し、1well当たりの細胞
数が 25,000 個となるように、PDL / Collagen でパターンコーティング＊したガラスを置い
た 6wellプレートにアストロサイトを播き、1週間程度培養した。なお、老化型アストロサ
イト標本作製のため、a）2 週間培養アストロサイトに加えて、b）6 週間、c）13 週間の 3
種類の培養アストロサイトを各 wellに培養した。（シナプス解析を行うときの最終的な培
養期間（+3週間）を考えて、a）5w群、b）9w群、c）16w群とした） 
＊パターンコーティングしたカバーガラスの作成 
1：第 1章 1-2-1 のコーティング手順 1-4と同様の処理を行った。 
2：スタンプには、ドットサイズ 300×300 µm、ドット間隔 300 µmのものを用いた。 
3：35 mm Culture dish（BECTON DICKINSON）にキムワイプを丸く切ったものを 3 枚程
敷き、スタンプ液を 100-200 µL 入れ、これをスタンプ台とした。 
4： Agarose 処理したカバーガラスにスタンプ後、UV ランプを 40 分間照射し殺菌し、
その後室温で十分乾燥させた。 
②プレート内でアストロサイトがドット状に育ったことを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ドット状にパターン培養したアストロサイト 
100 µm 
 
 100 µm 
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③図 5に示すように②のドット状アストロサイト培養標本に低密度の海馬ニューロンを蒔
く直前に well内のメディウムを吸引除去し、下記に示す NBA溶液 2 mLに置換した。 
NBA 溶液の組成      
5 mL B27-Supplement（invitrogen） 
2.5 mL Glutamax-I（invitrogen）    
0.5 mL Penicillin-Streptomycin（invitrogen） 
242 mL Neurobasal A-Medium （invitrogen） 
④第一章 1-2-1①-③と同様の操作で ICRマウスの全脳を摘出し、海馬を取り出した。Enzyme
溶液が 800 μL入った 1.5 mLチューブ に取り出した海馬を入れ、37℃、750 rpmで 50分
間酵素処理した。 
Enzyme溶液の組成      
10 mg L-Cystein hydrochloride monohydrate（Sigma） 
0.5 mL 100mM  CaCl2溶液（Sigma） 
0.5 mL 50mM  EDTA 溶液（Sigma） 
50 mL D-MEM 
上記 2.5 mLに対して papain（Worthington）50 µLを添加して用事調整し、95% O2, 5% CO2
混合ガスで 20分間程度バブリングした。 
⑤Enzyme 溶液を除去し、Inactivation 溶液 500 µL に置換し、37℃、700 rpm で 12 分間撹
拌した。 
Inactivation溶液の組成 
125 mg Trypsin inhibitor from chicken egg white（Sigma） 
125 mg Albmin bovine serum initial fractionation by heat shock（Sigma） 
50 mL 10% FBS 溶液 
⑥Inactivation溶液を除去し、NBA溶液でリンス後、新たに 100 µL添加した。 
⑦NBA溶液中でピペットマンを用いて海馬をゆっくり攪拌単離した。 
⑧1分程度静置して、上清 100 µLを NBA溶液が 800 µL入った 1.5 mL チューブに移した。 
⑨組織片が残っている⑥のチューブに新たに NBA溶液を 100 µL入れ、⑧と同様に操作した。 
⑩細胞カウンターでニューロン数を数え、③までの操作を行ったプレートに 1 well当たり
6,000個になるようにニューロンを播き培養を開始した。 
⑪シナプス解析はニューロン培養後 13-15日で行った。尚、アストロサイトからの液性因 
子を保持するために、ニューロン培養期間中はメディウム交換を行わなかった。 
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1-2-2 ホールセルパッチクランプ法を用いたシナプス解析 
パッチクランプ法は細胞膜において単一または複数のイオンチャネル分子の活動を、そ
れを通るイオン電流として記録する方法で、1976 年に Neher と Sakmann によって開発され
た（岡田泰伸：新パッチクランプ実験技術法）。 
本法は、細胞膜にガラス管微小ピペット（パッチ電極）をギガ・オーム（GΩ）以上の高抵
抗で密着（ギガ・シール）させ、その先端開口部の微小膜領域を電気的に他の領域と隔絶
した状態で電位固定し、そこに含まれるイオンチャネルを通るイオン電流を計測する方法
である。 
 
・パッチクランプ装置の概略 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
電流はパッチクランプアンプ（Multi Clamp700B, Molecular Device）を用いて測定し、
DIGIDATA 1320A（Axon Instruments）を介して、pClamp 10（Molecular Device）を用いて
記録した。記録は 20 kHzでサンプリングし、10 kHzのフィルターを介してコンピューター
に取り込んだ。パッチ電極は BORO SILICA GLASS（SUTTER INSTRUMENT CO.）を用いて
FLAMING/BROWN MICROPIPETTE PULLER（SUTTER INSTRUMENT CO.）で作製した。 
 
 
ヘッドステージ 
マニピュレーター 
記録チャンバー 
パッチ電極 
倒立顕微鏡 
（LEICA DMIRB） 
薬液投与チューブ 
 18 
 
チャンバー内を還流する細胞外液の組成 
 1400 mM NaCl（和光純薬工業） 
 24 mM     KCl（林純薬工業） 
 100 mM HEPES（Promega） 
100 mM Glucose（和光純薬工業） 
20 mM     CaCl2×2H2O（和光純薬工業） 
10 mM     MgCl2×6H2O（和光純薬工業） 
 
細胞内を還流するパッチ内液の組成 
1.0 mLの ATP-GTP stock溶液（10×）と 0.1 mLの 100 mM K-EGTA 溶液と 
8.9 mLの K-Gluconate-HEPES溶液を混合した。溶媒は超純水を用いた。 
 
＊ATP-GTP stock溶液（10×）の組成 
120 mM Phosphocreatin（Sigma） 
3 mM  GTP-Na（Sigma） 
40 mM         ATP-Mg（Sigma） 
500 units Creatine-phosphokinase（Sigma） 
6 mM  MgCl2 
 
＊100mM K-EGTA-stock溶液の組成 
0.1M EGTA 液（Sigma）を 500 µL ずつ分注し冷凍保存した。pH は KOH を用いて 7.4 に調
節した。 
＊K-Gluconate-HEPES 溶液の組成 
164.4 mM K-Gluonate（Sigma） 
20 mM         HEPES 
 
 
 
 
 
 
超純水で 1L にメスアップし、
これを 10×ストックとして用
事希釈して用いた。 pH は
Tris-baseを用いて 7.4に調節
した。 
超純水で 100 mL にメスアップし、
9 mL ずつ分注し冷凍保存した。pH
は 7.4に調節した。 
超純水で 10 mLにメスアップし、
1.2 mL ずつ分注し冷凍保存 
した。pHは 7.48に調節した。 
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10 ms
1 nA
2 ms
-70 mV
0 mV
・シナプス電流計測の操作手順 
①作成したオータプス培養標本のプレート中のカバーガラスをダイアモンドペンで分割し、
倒立顕微鏡の記録チャンバーに設置した。 
②内液を充填したパッチ電極をヘッドステージに設置し、マニピュレーターを用いて顕微
鏡下でガラス電極を操作し、陽圧下でニューロンの細胞体表面に電極の先端を近づけた。 
③5 mV、10 msの矩形波を連続的に加え、矩形波の振幅が減少する（抵抗値が上がる）こと
を確認後に陽圧を解除し、三方活栓につないだシリンジを吸引してパッチ電極内圧を陰圧
にしながらパッチ電極と細胞表面にギガオームシールを形成した。 
④膜電位を-70 mV に固定し、ギガ・シールになったことを確認後、シリンジを吸引して高
陰圧を与え、パッチ電極下の細胞膜を破った。 
⑤十分に細胞膜が破られたことを確認後、膜容量（pF）、直列全抵抗値（Rs）を補正した。
⑥パッチ電極から次に示す条件刺激を与え、下記に列挙するシナプス応答（A～D）を基礎
検討項目として計測した。 
 
A : 興奮性シナプス後電流（Excitatory Postsynaptic current, EPSC） 
オータプスニューロンは自己にシナプスを形成しているため、保持電位-70 mVから 0 mV
への脱分極パルスを 2 ms与えると、発生した活動電位が軸索を伝導し、シナプス前末端部
に達するとシナプス小胞からグルタミン酸が放出される。グルタミン酸がシナプス間隙に
放出され、シナプス後膜上の AMPA 受容体に結合し活性化されると Na+イオン透過性が増加
する。観察される内向きの応答が EPSCと呼ばれるものである。EPSCの振幅（EPSC amplitude, 
A）の値をシナプス伝達強度の指標とした。 
また、50 ms の間隔で 2 回連続した時に観察される（2 発目の EPSC amplitude）/（1 発目
の EPSC amplitude）の値を Paired-pulse ratio（PPR）として算出し、シナプス伝達効率
の指標とした。 
 
 
 
 
 
 
 
2 ms
-70 mV
0 mV
Na+ current EPSC
Na+
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B : 自発性興奮性シナプス後電流（miniature EPSC, mEPSC） 
薬液投与チューブを用いて、オータプス標本に 0.5 µM のテトロドトキシン（TTX、フナ
コシ）を 60秒間投与し、活動電位を抑制すると、自発性微小電流（mEPSC）が観察される。
内向きに観察される mEPSCの発生頻度（Hz）、振幅（A）、面積（C）をそれぞれ測定した。 
なお、得られた値の平均値は、1つのシナプス小胞が開口放出したものと近似できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
C : Readily Releasable Pool（RRP）size 
RRPとは、シナプス小胞が膜融合を受けて、いつでも開口放出ができる状態になったシナ
プス小胞群を意味する。薬液投与チューブを用いてオータプス標本に 0.5 M の高浸透圧
sucrose 溶液を 5 秒間投与し、内向きに観察される一過性の応答の面積（C）を RRP サイズ
とした。更に RRP の面積を mEPSC（C）の平均面積で除し、RRP に含まれるシナプス小胞数
の理論値を計算した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
D：シナプス小胞放出確率（Vesicular release probability （Pvr）, %） 
EPSC の面積（C）を RRP の面積（C）で除し、シナプス小胞の開口放出確率の指標とした。
つまり、Pvrは 1回の刺激（活動電位）によって開口放出されるシナプス小胞の比率を意味
する。 
5 ms
10 pA
No. of vesicles in RRP
1s
1 nA
mEPSC
RRP (Readily releasable pool)
0.5 M sucrose
 21 
 
1-2-3 vGlut1, MAP2 染色によるニューロン形態およびシナプス形成の解析 
・試薬の準備 
○10×PBS溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○20% Triton X-100 in 1×PBS溶液（第 1 章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○4% PFA in 1×PBS 溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
○0.1% Triton X-100 in 1×PBS溶液（第 1章 1-2-4の免疫染色の手順） 
 
○Anti-vGlut1 + Anti-MAP2 in antibody solution（一次抗体溶液） 
   ・Anti-vGlut1（BNPI, 1:1000, Synaptic Systems） 
   ・Anti-MAP2（1:1000, Synaptic Systems） 
・antibody solution 
 
○Alexa 488 + Alexa 594 in antibody solution（二次抗体溶液） 
   ・Alexa 488（1:400, Molecular Probes） 
   ・Alexa 594（1:400, Molecular Probes） 
   ・antibody solution 
 
・免疫染色の手順 
実験には 5w群、9w群、16w群のオータプス培養標本を用いた。 
①第 1章 1-2-4の免疫染色の手順①～⑧と同様の手順を行った。 
②共焦点顕微鏡 LSM 710 ZEN（Carl Zeiss）を用いて蛍光観察を行った。Alex 594は 594nm
（HeNe）、Alexa 488は 488 nm（Argon）の励起波長をレーザー照射し、それぞれの蛍光波
長（622 nm, 520 nm）を観察した。 
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1-2-4 FM1-43蛍光染色によるアクティブシナプスおよびサイレントシナプスの解析 
FM1-43 はエンドサイトーシスの過程においてシナプス小胞に取り込まれることで蛍光を発
する。本検討ではオータプス標本をホルマリン固定後に蛍光観察を行ったため、FM1-43FX
（Invitrogen）を用いた。 
 
①5w, 9w, 16wの標本を作成し、ニューロン培養 15日後に実験に用いた。 
②6 wellプレートの各 wellを 1×BASE+溶液で洗浄した。 
③ガラスをプレートからピンセットで取り出し、培養接着面ではない面についている液体
を水にぬらしたクレシアで軽くぬぐい、乾いたクレシアで拭いた。 
④パラフィルムの上に 15 µM FM1-43FX、10 µM CNQX、25 µM APV（NMDA受容体遮断薬、SIGMA）
を添加した High K+ BASE+溶液を 200 µL 置き、培養接着面が接するようにピンセットでガ
ラス標本を置いた（upside-down）。空気が混入していないことを確認して 2分間静置した。
なお、シナプス小胞のリサイクリングを強制的に活性化させるために、High K+ BASE+溶液
を用いた。10×high K+ BASE+溶液の組成は以下の通りである。 
 
○10×high K+ BASE+溶液の組成 
1190 mM    NaCl 
450 mM    KCl 
100 mM    HEPES 
100 mM    Glucose 
20 mM    CaCl2×2H2O 
10 mM    MgCl2×6H2O 
   
 ○FM1-43FXのストック調整 
 FM1-43FX は 5 mM ストックを作成して（1 vial（100 µg）/ 35.7 µL D.W.）、3 µL ずつ
分注し、-80℃で保存。用事 15 µM に調整した。 
 
⑤非特異的な反応を防ぐために、ガラスを 500 µM Advasep-7（SIGMA）に約 5秒間浸し、直
ちに 1×BASE+で 5分間洗浄した。洗浄は 2 回行った。 
 ※ガラスを Advasep-7に 10秒以上浸すと、FM1-43FXが退色してしまうので、操作は素早
く行った。 
超純水で 500 mL にメスアップし、これを
10×ストックとして用事希釈して用いた。
pHは Tris-baseを用いて 7.4に調節した。 
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⑥各 wellを 1×PBSで 3回洗浄した。 
⑦各 wellに 4%PFA溶液を入れて 10分間静置し固定した。 
⑧各 well を 1×PBS 溶液で 3回洗浄した。 
⑨③と同様の操作を行った。 
⑩VECTASHIELD Hard Set（VECTOR）をスライドガラスに一滴置き、その上に染色面が下に
なるようにガラスをゆっくり置いた。ガラスからはみ出した試薬はクレシアで軽く拭きと
った。 
⑪共焦点顕微鏡 LSM 710 ZEN（Carl Zeiss）を用いて蛍光観察を行った。488 nm（Argon）
のレーザー励起光を照射し、565 nmの蛍光波長を観察した。 
 
 
1-2-5 統計処理 
3群間の統計処理には、Tukey 's testを使用した。 
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2 実験結果 
 
2-1 老化型アストロサイトによるシナプス機能修飾作用に関する電気生理学的解析 
 
 最終培養期間がそれぞれ、5w, 9w, 16wのアストロサイトと、DIV.13-15のニューロンを
共培養したオータプス培養標本を用いてシナプス解析を行った。図 6Aには各群の典型的な
EPSCの波形を示している。5wと 9w、16wの EPSC amplitudeを比較すると、9w、16wでは有
意に低値を示し（5w: n=80, 8.52±0.49 nA, 9w: n=82, 5.65±0.34 nA, 16w: n=86, 4.95
±0.28 nA, ***, p<0.001, 図 6B）、老化型アストロサイトがシナプス伝達を低下させた。
また、β-galactosidase 染色の結果と同様に、9 週間以上培養したアストロサイトでは有
意な差が認められなかった（Student't-test, 9w vs 16w）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 老化型アストロサイトは興奮性シナプス伝達を低下した 
 
 次に、テトロドトキシン（TTX, 0.5 µM）存在下で、mEPSC を記録した（実験方法参照）。
図 7Aは各群の典型的な波形を示しており、内向きに観察される微小な応答が mEPSCと呼ば
れるものである。図 7Bはその発生頻度（frequency）の平均値を示し、図 7Cは振幅（amplitude）
の平均値を示している。一般的に、mEPSCの解析では frequencyがシナプス前終末の伝達物
質放出の多寡の指標として、一方、amplitudeはシナプス後膜の受容体の密度や感受性の指
標として用いられる。結果は、3 群間で amplitude には差がなかったが（5w: n=64, 27.9
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±1.01 pA, 9w: n=58, 26.4±0.83 pA, 16w: n=58, 26.7±1.04 pA,図 7C）、frequencyは
9w、16wで有意に低値を示した（5w: n=64, 5.03±0.29 Hz, 9w: n=58, 3.92±0.28 Hz, 16w: 
n=58, 3.42±0.25 Hz, **, p<0.01, 図 7B）。以上の結果から、アストロサイトの老化によ
るシナプス修飾作用はシナプス前終末における開口放出の低下であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 老化型アストロサイトによりシナプス前終末における開口放出が低下した 
 
さらに、より詳細な解析を行うために、薬液投与チューブから 0.5 M sucrose を 10秒間
投与し、高浸透圧刺激による一過性の伝達物質放出量を測定した（実験方法参照）。図 8A
には各群の典型的な波形を示しており、sucrose 応答の面積を mEPSC の面積で除した値が
RRPのシナプス小胞数の理論値を示す。結果は、EPSC amplitudeと対応して、9w、16wでは
RRP におけるシナプス小胞数が有意に低値を示した（5w: n=64, 8646±592 vesicles, 9w: 
n=58, 6369±452 vesicles, 16w: n=58, 6133±509 vesicles, **, p<0.01, 図 7B）。 
 以上の結果から、老化アストロサイトは 1）オータプスニューロンのシナプス形成を抑制
するか、もしくは 2）シナプス伝達機能が低下することが示唆された。 
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図 8 アストロサイトの老化により RRPにおけるシナプス小胞数が減少した 
 
 次に、シナプス開口放出機能について検討した。結果は、Pvrに差異は認められず（5w: n=80, 
8.43±0.49％, 9w: n=82, 7.48±0.51％, 16w: n=86, 7.25±0.45％,図 9A）、paired-pulse 
ratio（PPR）も 3群間で有意な差は認められなかった（5w: n=64, 1.14±0.032, 9w: n=58, 
1.09±0.024, 16w: n=58, 1.16±0.029, 図 9B）。以上より、シナプス伝達機能の低下の可
能性は否定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 老化型アストロサイトはシナプス伝達機能には影響を及ぼさない 
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2-2 老化型アストロサイトによるシナプス形成に関する組織免疫学的解析 
 
 前述した、老化型アストロサイトのシナプス機能修飾作用のメカニズムの可能性として、
オータプスニューロンの形成に関する検討について組織免疫学的手法を用いて行った。実
験は、vGlut1と MAP2 染色を行った。シナプス小胞タンパクの一種である小胞型グルタミン
酸輸送体（vesicular glutamate transporter, vGlut）には主に、1-3のサブタイプがある
が 88,89,90）、海馬ニューロンに局在する vGlut の多くは vGlut1 である 91,92）。したがって、
本節では vGlut1抗体陽性シナプスを興奮性シナプスとし、またニューロンの形態を同時に
観察するために、microtubule associated protein 2（MAP2）抗体で樹状突起を染色した
（図 10）93）。 
 図 10A の赤で染色された点が興奮性シナプス（グルタミン酸作動性シナプス）を示して
おり、緑で染色された樹状突起上にシナプスを形成していることが確認できた。解析は、
vGlut1陽性細胞数とそのサイズを指標として評価した。 
結果、次頁に示すように、3 群間で vGlut1 抗体陽性シナプス数には有意な差が認められ
なかったことから（5w: N=33, 326.0±33.3, 9w: N=36, 322.0±37.2, 16w: N=41, 264.2
±26.7, 図 10B）、老化アストロサイトによる、シナプス伝達低下の原因が興奮性シナプス
形成の減少によるものではないことが示唆される結果となったが、一方、各群におけるニ
ューロンの形態に著明な差異が観察された。 
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図 10 老化型アストロサイトは興奮性シナプス形成には関与しない 
 
樹状突起の分岐点数と位置を形態変化の指標として解析を行うと、分岐点の数自体には
有意な差が認められなかったが（5w: N=33, 114.55±6.73, 9w: N=36, 122.57±8.82, 16w: 
N=41, 101.41±7.06, 図 11A, B）、分岐点の位置が細胞体寄りに形成されていることが明
らかとなった（5w: N=33, 114.55±6.73, 9w: N=36, 122.57±8.82, 16w: N=41, 101.41±
7.06, 図 11A, C, *, p<0.05, **, p<0.01）。ニューロンの発達過程において、初期では樹
状突起の分岐点が細胞体寄りに多く形成され、成熟に伴い空間的な広がりを持つことが知
られており 94,95,96）、老化型アストロサイトは、成熟に関わる何らかの液性因子、もしくは
何らかの内在性物質に影響を及ぼす可能性が示唆された 97,98,99,100）。 
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図 11 老化型アストロサイトによるニューロンの形態変化 
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2-3 老化型アストロサイトによる興奮性シナプス伝達低下のメカニズムに関する検討 
 
 
2-3-1 サイレントシナプスの発現率に関する検討 
 
 第 2 章 2-2 までの検討で、老化型アストロサイトが興奮性シナプス伝達を低下する機序
として、①シナプス伝達機能の低下、②シナプス形成能の低下の可能性が否定された。こ
こまでの結果を整理すると、老化アストロサイトと共培養したニューロンのシナプス伝達
の低下はシナプス前終末における可塑的変化が原因であることが示唆された（表 1）。 
 シナプス前終末における開口放出量が低下しており、そのメカニズムは RRP におけるシ
ナプス小胞数の減少であるにも関わらず、個々のシナプス機能、シナプス数には変化がな
いことから、次の可能性として、1）サイレントシナプスの発現 2）未成熟ニューロン（シ
ナプス）の発現の 2点を考えた。 
 サイレントシナプスは、シナプスが形成されているにも関わらず、情報伝達を正常に行
わないシナプスをいい、脳機能の発達過程においてその発現率や、機序が異なることが知
られている 101,102,103,104）。また、脳機能の成熟やシナプス可塑性にも重要な役割を担ってい
る可能性が示唆されている。サイレントシナプスには大きく分類すると 2 種類が確認され
ており、1つは presynaptic silent synapse101,102）、他方は postsynaptic silent synapse
である 101,103,104）。通常、シナプス前終末において伝達物質が充填されたシナプス小胞は、
ドッキング、プライミング、膜融合の過程を経て開口放出され（エキソサイトーシス）、
その後シナプス前膜から回収され（エンドサイトーシス）、神経伝達物質の再充填を経て、
再び開口放出に用いられる（リサイクリング）。この一連の過程には様々な小胞膜タンパ
ク質やシナプス前膜タンパク質が関与している 105,106,107,108,109）。presynaptic silent synapse
とは、これらのタンパク質の何れかが機能しない、もしくは欠損した結果、開口放出が不
可能なシナプスのことである。一方、postsynaptic silent synapseとは、シナプス後膜に
おいて、AMPA 受容体が存在せず、NMDA 受容体のみが発現しているシナプスのことである。
本研究のここまでの電気生理学的手法を用いた解析では、静止膜電位に相当する-70 mV に
膜電位を保持して記録を行っており、NMDA受容体は細胞外 Mg2+により阻害されているため、
postsynaptic silent synapseの関与は解析できない。 
 
9w, 16w（vs. 5w）
EPSC amplitude 低下
mEPSC frequency 低下
mEPSC amplitude 不変
RRPにおけるシナプス小胞数 低下
伝達物質開口確率 不変
興奮性シナプス数 不変（vGlut1）
興奮性ニューロンの形態 樹状突起の分岐点が細胞体寄り
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20 ms
2 nA
9w 16w5ｗ
 そこで、まず、postsynaptic silent synapse の発現率を調べるために、1）細胞外 Mg2+
を除去し、加えて、2）膜電位を+40 mV に保持することにより、いかなる Mg2+による NMDA
受容体のブロックを解除して、ホールセルパッチクランプ記録を行った。 
1）本項では、パッチクランプ記録中の還流液を以下の組成で実験を行った。 
・1×Mg2+ free 細胞外液 
    140 mM     NaCl 
    2.4 mM     KCl 
     10 mM     HEPES 
     10 mM     Glucose 
      4 mM     CaCl2・2H2O 
       10 µM     glycine 
＊pHは Tris-baseを用いて 7.4に調整した。 
 
 細胞外 Mg2+を除去した条件下で、EPSC を記録すると、AMPA 受容体を介したシナプス応答
と同時に、NMDA受容体を介した応答も記録される（図 12A）。NMDA受容体活性化の特徴は、
持続的なチャネル閉鎖期と長い開口期が繰り返されることであり 110）、NMDA 受容体依存性
の EPSCは AMPA受容体依存性の EPSCと比べて持続時間が長い。そのため、図 12Aのような
波形が観察され、キネティクスの変化する点（脱分極刺激後、30-40 ms）で、AMPAR 成分、
NMDAR 成分をそれぞれ分別できる（図 12A）。結果、3 群間の NMDA/AMPA ratio に有意な差
は認められなかった（5w: n=34, 0.52±0.02, 9w: n=35, 0.55±0.02, 16w: n=0.52±0.02, 
図 12C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12 老化型アストロサイトによる NMDA/AMPA ratioの変化は認められない 
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2）本項では、膜電位を+40 mVに保持し、NMDA受容体に Mg2+ブロックがかからない条件下で
パッチクランプ記録を行った。 
実験は、薬液投与チューブから、glutamate（10 µM ）を細胞外から投与した。このとき、
電気刺激は与えず、シナプス前終末の開口放出に依存しない NMDA受容体の応答を記録した
（図 13A）。NMDA受容体の応答を単離するために、CNQX（10 µM）で AMPA受容体を遮断し、
glycine（10 µM ）を添加して NMDA 受容体を活性化した。また、同条件で 0.5 µM sucrose
を投与して、RRPからの一過性の開口放出を記録した（図 13C）。3群間で、細胞外 glutamate
による NMDA受容体の応答に差異はなく（5w: n=64, 0.65±0.06, 9w: n=61, 0.64±0.05, 16w: 
n=66, 0.65±0.05, 図 13B）、前項 1）の結果とあわせて、シナプス後膜の NMDA 受容体、
AMPA受容体がシナプス可塑性か関わる可能性が否定された。 
 一方、sucrose による NMDA 受容体の応答は、老化型アストロサイトでは低下していた
（5w: n=82, 1.01±0.13, 9w: n=84, 0.63±0.07, 16w: n=81, 0.64±0.06, 図 13D, **, 
p<0.01）。シナプス後膜の NMDA受容体の密度・感受性には差がないことを考えると、やは
り、シナプス前終末の開口放出が低下していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13 シナプス伝達低下の機序はシナプス後膜の NMDA受容体の変化に依存しない 
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 以上の結果から、老化型アストロサイトによるシナプス伝達低下の機序は、postsynaptic 
silent synapseは関与しないことが示唆された。 
  次に、presynaptic silent synapse の発現を調べるために、FM1-43FX蛍光染色を行った。
FM1-43FX は細胞膜の染色に用いられる色素であり、その構造は、親水性領域、二重結合領
域、疎水性炭素鎖領域に分けられ、親水性領域が正の電荷をもつため、脂質二重膜を透過
せず、また、両親媒性で可逆的に膜を染める性質をもつ。 
 これらの性質を利用して、K+を高濃度（90 mM）に調整した細胞外溶液に FM1-43FXを添加
し、高濃度 K+による持続的脱分極を誘導しながら開口放出したシナプス小胞に FM1-43FXを
取り込ませ、細胞外に残った FM1-43FXを洗い流すことで、アクティブシナプスを選択的に
染色することができる。実験は、小胞性タンパク質である vGlut1（green）と、FM1-43FX
（red）の二重染色を行った（図 14A）。前述の結果と同様に、vGlut1 抗体陽性シナプス数
に有意な差はなく（5w: n=27, 314.07±28.08, 9w: n=20, 288.58±25.53, 16w: n=22, 323.82
±34.82, 図 14B）FM1-43FX で染色されたシナプス数にも有意な差はなかった（5w: n=27, 
249.0±27.67, 9w: n=20, 216.95±28.50, 16w: n=22, 231.46±25.28, 図 14C）。また、
これらから算出できるサイレントシナプスの発現率にも 3 群間で有意な差は認められなか
った（5w: n=27, 22.11±4.81 %, 9w: n=20, 27.75±4.71 %, 16w: n=22, 27.12±3.84 %, 
図 14D）。 
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図 14 老化型アストロサイトによるサイレントシナプスの発現率に変化はない 
 
これらの結果から、老化型アストロサイトによるシナプス伝達低下の機序には、エンド
サイトーシス障害ならびに presynaptic silent synapseは関与していないことが明らかと
なった。 
 さらに、エキソサイトーシス障害に関する検討を行った。エキソサイトーシスに関わる
タンパク質には、シナプス前終末の active zoneを構成する Bassoon, piccolo, Munc13, RIM1, 
ELKS など多数あるが 105,106,107,108,109）、本項では active zone 特異的タンパク質の 1 つであ
る Bassoon の発現を定量した 106,107）。active zone 特異的タンパクは、シナプス前終末の
active zone における開口放出に必要な分子（VAMP, シナプトブレビン, SNAP-25, シンタ
キシンなど）を制御する役割を担う。 
 老化アストロサイトによるシナプス伝達低下と Bassoon との関連を調べるために、小胞
性タンパク質である vGlut1（red）と、Bassoon（green）の二重染色を行った（図 15A）。 
結果は、3群間での Bassoon発現に差異は見られず（図 15B-E）、Bassoonの関与も否定さ
れた。 
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図 15 老化型アストロサイトによるシナプス伝達低下に Bassoonの発現量は関与しない 
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2-3-2 興奮性シナプスの発達過程におけるシナプス伝達様式の変化に関する検討 
 
これまでの検討により、老化アストロサイトによるシナプス伝達低下には、不活性シナ
プスの発現率は関与しないと結論できた。 
 最後に、未成熟シナプスに関する検討を行った。免疫染色によるニューロンの形態的特
徴が未成熟ニューロンの形態を示しており、また、アストロサイトでも合成される神経栄
養因子である脳由来神経栄養因子（BDNF）やグリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）はニュ
ーロンの発達過程において重要な役割を果たしており、これらは老化によって発現量が低
下することが報告されている 111）。さらに、アルツハイマー病モデル老化ラットに BDNF を
脳室内投与すると、学習障害や記憶障害を改善することも報告されており 112）、老化型アス
トロサイトと、シナプスの成熟には密接な関わりがあると考えられている。 
 本項では、未成熟ニューロンとして、培養 7-9 日の海馬ニューロンの電気生理学的手法
を用いたシナプス解析を行い、成熟ニューロン（培養 13-15 日）との比較を行った。結果
は、未成熟ニューロンでは、EPSC amplitudeの低下（Ctrl: n=123, 5.66±0.33 nA, Immature: 
n=92, 2.37±0.21 nA, 図 16A, ***, p<0.0001）, RRPにおけるシナプス小胞数の減少（Ctrl: 
n=54, 11262±851 vesicles, Immature: n=56, 2673±303 vesicles, 図 16B, ***, p<0.0001）
が起こり、そのメカニズムにシナプス後膜の受容体の密度・感受性は関与していなかった
（図 16C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 16 未成熟ニューロンでは、シナプス前終末におけるシナプス伝達の脆弱が見られた 
 
 以上、老化アストロサイトによるシナプス伝達の低下に関する詳細な検討を行ってきた。
そのメカニズムはシナプス前終末におけるシナプス小胞数の減少であることが明らかとな
り、ニューロンの形態が未成熟であることが分かった。電気生理学的手法によるシナプス
解析の結果、老化型アストロサイトによるシナプス伝達低下は、未成熟ニューロン
E
P
S
C
 a
m
p
lit
u
d
e(n
A
)
0
2
4
6
***
Ctrl Immat
0
5
10
15
20
25
m
E
P
S
C
 a
m
p
lit
u
d
e
 (p
A
)
Ctrl Immat
0
2
4
6
8
10
12
14
N
o
. o
f R
R
P
 v
e
si
cl
e
s 
(x
1
03
)
***
Ctrl Immat
B C A 
 37 
 
（immature neuron）のシナプス伝達様式と酷似した結果が得られた。詳細な分子機構の変
化は未だ不明な点が多いが、少なくとも、アストロサイトが老化することで、ニューロン
の発達に関わる何らかの分子機構の低下もしくは欠損が起こる可能性が示唆された。 
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3.考察 
 
 本章では、5週間培養アストロサイトを基準として、9週間培養、16週間培養のアストロ
サイトを『自然老化型アストロサイト』とし、自然老化アストロサイト－ニューロン相互
作用の解析を行った。老化促進モデルマウスを用いた研究では、樹状突起の後退、スパイ
ンの減少、シナプスの減少といった神経ネットワークにおける機能低下 113,114,115,116）、また
異常行動や記憶学習の低下といった行動学的解析による差異 117,118,119,120）、さらには、ニュ
ーロン核内の DNA損傷 121）、細胞質内のユビキチン化封入体の蓄積の増加 122）といった組織
学的解析による機能低下が報告されている。しかし、これらの研究はマウス脳内の神経ネ
ットワークにおける全ての変異が統合されて現れた機能障害であるため、アストロサイト
の老化によるシナプス機能修飾作用に関する詳細なメカニズムの解析は困難である。そこ
で、本研究では、脳内で最も多く存在するアストロサイトとニューロンの相互作用に絞っ
て、さらには、単一ニューロン培養法による in vitro研究を行った。近年の研究では、ア
ストロサイトの脳機能構築における役割が見直され、老化や病態におけるシナプス伝達機
能の変異は、ニューロンの障害だけではなく、アストロサイトの機能低下により制御され
ていることが明らかになり 22,23,123）、本研究は、脳の老化におけるアストロサイトの役割の
解明において意義のあるものである。 
老化アストロサイトのβ-galactosidase 染色の結果、9 週間以上アストロサイトを培養
しても、細胞老化の促進を検出できず、またアストロサイトの老化に伴い GFAPの発現が上
昇することが知られているが 124,125,126）、9 週間培養以上ではこの差異も認められなかった
（data not shown）。共培養したニューロンに与えるシナプス機能修飾作用に関しても、9
週間、16 週間培養アストロサイトでは有意な差が認められなかった。しかし、ニューロン
の形態に関する解析においては、アストロサイトの培養期間に伴って、樹状突起の空間的
な広がりが抑制されることを示唆する結果が得られたが、これらの結果がニューロンの機
能に与える影響は不明である。老化型アストロサイトにおけるシナプス伝達低下の特徴と
して、免疫染色の結果からシナプス数の変化が見られなかったにも関わらず、RRPにおける
シナプス小胞数の減少が認められる結果が得られた。形態学的な特徴と併せると、ニュー
ロンの成熟な関わる何らかの変異が生じた可能性が考えられたため、本節 2-3 ではサイレ
ントシナプスの発現を検討した。サイレントシナプスの発現には、発達や成熟過程におけ
る脳機能の構築においての意義が報告されており、ニューロンの発達過程においては、形
成期で無造作にシナプスを形成して神経発火を惹起し、成熟期では機能的なシナプス除去
とシナプス強化を経て同期的神経活動パターンを形成すると考えられており、発達初期に
おいては、シナプスとしての伝達物質放出機能が備わっていないサイレントシナプスが多
く形成されている。in vivo実験においても、脳内の神経ネットワークの形成やシナプスの
発達は単に遺伝子によって決定付けられているのではなく、外的刺激が制御していること
が知られており、感受性の高い臨界期にサイレントシナプスが活性化型になることが報告
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されている。その過程には BDNF が関与しており、ノックアウトマウスを用いた研究では、
野生型マウスと比較して、サイレントシナプス発現率は有意に高いことが明らかとなって
いる。また、老化によるアストロサイト由来の BDNF産生量の減少や 97,98）、サイレントシナ
プスの発現を制御していることが報告されている、Thrombospondins（TSP）の産生にも老
化が関与することが示唆されており 99,100）、本研究においても、サイレントシナプスの発現
が関与する可能性が考えられた。しかし、電気生理学的解析、免疫組織学的解析において、
老化型アストロサイトではシナプス前性、シナプス後性の何れにおいてもサイレントシナ
プスの発現率に変化は認められなかった。さらに、アクティブゾーンを構成するタンパク
質である Bassoon の発現量にも有意な差は認められず、本研究で行った検討においては、
老化アストロサイトが誘導するシナプス伝達脆弱化の機序の詳細な解明には至らず、老化
と神経ネットワークの変性の関連性を解明するには、さらにターゲットを絞った網羅的な
検討を行う必要がある。 
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第 3章 Aβ1-40慢性暴露による興奮性シナプス伝達の低下作用 
 
 第 1章では、アストロサイトに 0.5 µM Aβ1-40を慢性暴露すると、細胞老化が促進するこ
とを明らかとした（『異常老化』と定義した）。第 2章では、時系列変化に伴う老化（『自
然老化』と定義した）が促進したアストロサイトによって、共培養したニューロンのシナ
プス伝達が低下することを明らかとした。 
Aβが原因で発症すると考えられているアルツハイマー病の患者の大多数は高齢者であ
り、老化とアルツハイマー病には密接な関わりがあると考えられている。これまでの研究
では、アルツハイマー病患者の脳内では、Aβが凝集・蓄積し（老人斑）、これに伴い、海
馬や前頭葉などの脳部位で神経細胞死、神経細胞脱落が生じることで脳が委縮し、認知機
能障害などの症状が発現することが明らかとなっている 33）。また、in vitro研究において
も高濃度の Aβが興奮性シナプス伝達を抑制すること、Aβの濃度や重合度により作用が異
なること 59,60,61）、アミノ酸残基の異なる Aβの組成比に依存する作用があることなどが報
告されている 42,43,44,45）。近年、アルツハイマー病に関して、ニューロン-アストロサイト相
互作用に着目してシナプス病態を解析した研究が着目されてきているが、これらの研究で
は脳の老化との関連性が未解明である。そこで、本章では、第 1節でニューロン-アストロ
サイト相互作用におけるAβ1-40のシナプス機能修飾作用を脳の老化概念に基づいて検討し、
第 2節では、Aβ1-40によるアストロサイト老化促進作用がシナプス伝達、シナプス形成に及
ぼす影響を検討した。 
 
第 1節 オータプス培養標本に 0.5 µM Aβ1-40を慢性暴露すると興奮性シナプス伝達が 
低下した 
 
1 実験材料ならびに実験方法 
 
1-1 実験動物 
本項に用いた実験動物は第 1章 1-1と同様の ICR系統マウスである。 
 
1-2 実験方法 
 
1-2-1 オータプス培養標本の作製手順 
①第 2章 第 1節 1-2-1の手順と同様の方法でオータプス培養標本を作製した。 
②第 1章 1-2-2と同様の方法で Aβ1-40を調整し、ニューロン培養後 11-12日目に 0.5 µM に
なるように添加し、3日後の DIV 14-15にシナプス解析を行った。 
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1-2-2 ホールセルパッチクランプ法を用いたシナプス解析 
 第 2章 1-2-2と同様の方法で行った。 
 
1-2-3  vGlut1, MAP2染色によるニューロン形態およびシナプス形成の解析 
 第 2章 1-2-3と同様の方法で行った。 
 
1-3 統計処理 
 2群間の統計処理には、Student's t-test を使用した。 
 
2 実験結果 
 
2-1 Aβ1-40慢性暴露によるニューロン-アストロサイト相互作用に基づく興奮性 
シナプス伝達修飾作用に関する検討 
 
 ニューロン培養期間が DIV 11-12 のオータプス培養標本に Aβ1-40（0.5 µM、3 日間 ）を
慢性暴露した標本を用いて、ホールセルパッチクランプ法を用いてシナプス解析を行った。
Aβ群では EPSC amplitude が有意に減少した（Ctrl; n=135, 6.32±0.37 nA, Aβ; n=137, 
4.17±0.32 nA, 図 17A,B）。この結果から、オータプス培養細胞に Aβ1-40を慢性暴露する
ことでシナプス伝達の脆弱化が起こることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 17 Aβ1-40慢性暴露により興奮性シナプス伝達が低下する 
 
 
 
B A 
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次に、テトロドトキシン（TTX, 0.5 µM）存在下で、mEPSCを記録した（実験方法参照）。 
2 群間で mEPSC amplitude（Ctrl; n=119, 19.7±0.50 pA, Aβ;n=126, 19.2±0.53 pA, 図
18C）、mEPSC frequencyには有意な差が認められなかった（Ctrl; n=119, 4.59±0.30 Hz, 
Aβ;n=126, 3.59±0.31Hz, 図 18B, **, p<0.01）。mEPSCの解析結果から Aβ1-40による興奮
性シナプス伝達の低下はシナプス前細胞の開口放出、もしくはシナプス後細胞の AMPA受容
体の密度や感受性の変化を伴うものではないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 18 Aβ1-40は mEPSCには影響しない 
 
 さらに詳細な機序を解析するために、RRP におけるシナプス小胞数の測定、また、Pvr、
Paired-pulse ratioの測定によるシナプス前終末の解析を行った。結果は、Aβ群において
RRPにおけるシナプス小胞数が有意に減少したが（Ctrl; n=117, 21740±1867, Aβ;n=124, 
16201±1605, 図 19A, *, p<0.05）、Pvr、PPR には差がなかったことから（Pvr: Ctrl; n=132, 
4.36±0.32 %, Aβ;n=135, 4.22±0.41, PPR: Ctrl; n=62, 1.03±0.02, Aβ;n=65, 1.09
±0.03 図 19B, C）、Aβ群でのシナプス伝達の低下は、シナプス前終末の放出機構や Ca2+
感受性などには影響せず、シナプス小胞数の減少であることが示唆された。 
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図 19 Aβ1-40により RRPにおけるシナプス小胞数が減少する 
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2-2 興奮性シナプスの形態に対する Aβ1-40の影響に関する検討 
 
RRP におけるシナプス小胞数減少の原因がシナプス数の減少に起因するのかを検討する
ために、免疫染色法を用いて実験を行った。興奮性シナプスのマーカーとして小胞型グル
タミン酸トランスポーター（vGlut1）、ニューロンの形態を同時に観察するために樹状突
起のマーカーである microtubule associated protein 2 (MAP2)、軸索のマーカーとして
tau蛋白を用いて三重染色を行った（図 20A,C）。結果、総シナプス数は変化しなかった（Ctrl; 
n=31, 311.5±36.3, Aβ;n=31, 261.9±31.3, 図 20B）。ニューロンの形態に関する解析は
第 2章 2-2と同様の方法で行った。樹状突起、軸索の総分岐点には有意な差は認められず、
（No. of crossing dendrites: Ctrl; n=31, 68.5±6.07, Aβ; n=31, 64.3±5.37, No of 
crossing axons: Ctrl; n=31, 127.2±15.8, Aβ;n=31, 132.0±13.3, 図 20D）、また、分
岐点にも差異は認められなかった（Peak point of dendritic crossings: Ctrl; n=31, 50.0
±6.80, Aβ; n=31, 70.2±8.64, Peak point of axonal crossings: Ctrl; n=31, 59.2±
7.32, Aβ; n=31, 45.3±4.69, 図 20E）。 
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図 20 Aβ1-40はシナプス数、ニューロンの形態の変化には影響を及ぼさない 
 
 以上の結果から、オータプス培養標本に Aβ1-40 を慢性暴露すると、シナプス数、ニュー
ロン形態には影響を与えないが、興奮性シナプス伝達を低下させることが明らかとなった。
この脆弱化の作用は、シナプス前終末における RRPサイズの減少であることが示唆された。
第 1 章の結果から、0.5 µM Aβ1-40慢性曝露は、アストロサイトの老化を促進することが確
認されており、老化とアルツハイマー病との何らかの関係を反映している可能性が考えら
れる。 
本来、アストロサイトは Aβの除去作用を有しており、正常な脳内では神経保護的に作用
するが、その作用は老化に伴い低下することも報告されている。ヒトの脳内では、若年期
から Aβの産生が行われ、老化により Aβ産生能が除去機能よりも上回ることで Aβの過剰
な蓄積が起こると考えられている。しかし、本項で用いた標本は、ニューロンとアストロ
サイトを共培養しているため、ともに Aβ1-40 の影響下にあるため、シナプス伝達の低下に
アストロサイトの変性を介した作用が影響しているのかは不明である。 
この問題を解決するためには、次節で述べるアストロサイトのみが Aβ1-40 の暴露を受け
たオータプス培養標本を作製することにより検討した。 
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第 2節 0.5µM Aβ1-40慢性暴露による異常老化アストロサイトと共培養したニューロンに 
おける興奮性シナプス伝達の低下作用 
 
2-1  Aβ1-40慢性暴露により老化促進したアストロサイトにおける Aβ1-40除去後の 
老化維持に関する検討 
 
 前節では、ニューロンとアストロサイトを共培養した環境下で Aβ1-40 を慢性投与したた
め、Aβ1-40のシナプス修飾作用が、ニューロンへの直接作用と、アストロサイトを介した間
接作用を区別することが困難であった。そこで、本節では、アストロサイトのみに Aβ1-40
を慢性暴露し、Aβ1-40 に直接的な暴露のないニューロンのシナプス解析を行うことで、Aβ
1-40のアストロサイト異常老化を介した、ニューロンへの直接作用を解析することを試みた。 
 本節では、下図のような培養方法によりオータプス標本を作製した。 
 
図 21 Aβ1-40の暴露を受けたアストロサイトと、暴露を受けていないニューロンを 
共培養させた標本の作製手順 
 
 この工程では、シナプス解析を行うためのニューロン培養期間として 14日間が必要とな
るため、Aβ1-40の老化促進作用が、除去後も 14 日間維持されるのかを検討しなければなら
ない。検討には、第 1 章と同様にβ-galactosidase 染色法を用いた。本検討では、Aβ1-40
除去後 3日、7日、14日の培養アストロサイトを同時染色した。 
 結果は、Aβ1-40によるアストロサイトの老化促進作用は、Aβ1-40除去後 3、7、14 日の各
時点において維持されていた（Ctrl(N=9): 3 days; 1.61±0.17, 7 days; 1.87±0.16, 14 
days; 1.48±0.01, Aβ1-40(N=9): 3 days; 2.39±0.14, 7 days; 2.55±0.18, 14 days; 2.29
±0.18, 図 22A,C）。また、同時に DAPI 染色も行ったが、Aβ1-40によるアストロサイトの
細胞数への影響は認められなかった（Ctrl(N=9): 3 days; 365±34.9, 7 days; 376±35.6, 
14 days; 350±34.1, Aβ1-40(N=9): 3 days; 402±38.9, 7 days; 401±32.2, 14 days; 360
±27.6, 図 22 B,D）。以上の結果から、先述した工程で培養を行うと、Aβ1-40 に暴露され
て異常老化が促進したアストロサイトと、Aβ1-40には全くさらされていないニューロンが共
培養されたオータプス標本の作製が可能であると結論した。以下の実験は、この標本を用
いて、Aβ1-40によるアストロサイトを介した間接的なシナプス修飾作用の解析を行った。 
14日間培養
アストロサイト培養
Aβ1-40暴露
ニューロン播種（共培養）
培地中にAβは存在しない
→ニューロンはAβに暴露されない
72hr
シナプス解析
（パッチクランプ法）
理想的な培養工程
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図 22 Aβ1-40慢性暴露によるアストロサイトの老化促進作用は Aβ1-40除去後 14日 
経っても維持されている 
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10 ms
1 nA
Control Aβ
2-2 異常老化したアストロサイトと共培養したニューロンの興奮性シナプス伝達修飾 
作用に関する検討 
 
 まず、EPSC amplitudeを記録したところ（図 23A）、Aβ群においては有意に低値を示し
た（Ctrl; n=92, 9.66±0.56 nA, Aβ; n=90, 7.33±0.52 nA, 図 23B, **, p<0.01）。この
ことから、Aβ1-40にはアストロサイトの老化促進を介した間接的な興奮性シナプス伝達低下
作用があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 23 Aβ1-40により異常老化が生じたアストロサイトと共培養したニューロンは 
興奮性シナプス伝達が低下する 
 
 次に、mEPSCを記録した（図 24A）。2群間で mEPSC amplitudeには有意な差は認められ
なかったが（Ctrl; n=85, 21.0±0.81 pA, Aβ; n=81, 20.1±0.74, 図 24C）、Aβ群にお
いては、mEPSC frequencyが有意に減少した（Ctrl; n=85, 5.14±0.40 Hz, Aβ; n=81, 3.99
±0.35 Hz, 図 24B,*, p<0.05）。このことから、Aβ1-40 による興奮性シナプス伝達低下作
用には、シナプス後細胞ではなく、シナプス前細胞が関与していることが示唆された。 
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図 24 Aβ1-40の間接作用によるシナプス修飾作用はシナプス前終末が関与する 
 
 以上、本節の結果から、Aβ1-40のシナプス修飾作用には、アストロサイトの老化促進作用
を介した間接作用も存在することが明らかとなった。その作用はシナプス前終末における
シナプス伝達低下が関与していることが示唆される結果が得られた。 
次に、0.5 M sucrose 応答を記録し、RRP におけるシナプス小胞数を測定したが、Aβ1-40
群では有意に減少しており（Ctrl; n=85, 25470±2015, Aβ1-40; n=81, 15315±1378,
***, 
p<0.0001, 図 25）、シナプス形成に関わる変異が生じている可能性がある。また、同ニュ
ーロンで Pvrを測定したが、Aβ1-40群ではシナプス伝達確率が増加していることが示唆され
る結果が得られた（Ctrl; n=92, 4.61±0.34, Aβ1-40; n=90, 5.92±0.48, 
*, p<0.05,図 26）。 
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図 25 Aβ1-40により RRPにおけるシナプス小胞数が減少する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 26 Aβ1-40によりシナプス伝達確率が増加する 
 
 
 
1 sec
0.5 nA
N
o
. o
f v
e
si
cl
e
s
in
 R
R
P
 (
×
1
0
3
)
0
5
10
15
20
25
30
Ctrl Aβ1-40
A 
B 
0
1
2
3
4
5
6
7
V
e
si
cu
la
r r
e
le
a
se
 p
ro
va
b
ili
ty
(%
)
Ctrl Aβ1-40
＊ 
＊ 
 51 
 
 ここまでの結果から、Aβ1-40 に慢性暴露されたアストロサイトは、共培養したニューロン
に対して、1）シナプス前終末の個々のシナプスにおける伝達機能の亢進、2）シナプス前
終末におけるシナプス小胞数の減少を誘導した。1）の機序として、①シナプス前終末にお
けるシナプス小胞のリサイクリングの亢進、もしくは、②シナプス前終末における神経伝
達物質放出に関わる Ca2+イオン感受性の亢進が考えられ、また、2）の機序として③オータ
プスニューロンにおけるシナプス形成数の減少が考えられた。 
 まず、①の可能性を検証するために、スクロース連続投与による RRP への充填速度の解
析を行った。解析方法は、1回目のスクロース応答に対して、⊿t秒（⊿t=0,1,2,4,8,16,30,60）
後に投与した 2回目のスクロース応答の比率を算出することで、RRP への充填度合として評
価した。すなわち、1回目のスクロース投与により RRPにおける全シナプス小胞から神経伝
達物質を放出させ、2回目のスクロースにより、⊿t秒間に充填された全シナプス小胞から
神経伝達物質を放出させることで、シナプス小胞のリサイクリングが評価できる。図 27A
は、⊿t=1,8,16,30,60 において記録された典型的な波形を示し、また、図 27B は各⊿t に
おけるスクロース応答の比率（2回目の RRP size/1回目の RRP size）を示しており、スク
ロース投与間隔（⊿t）に応じて RRPへの充填比率が増加していることが観察された。Control
群と Aβ1-40 群の各点における比率を比較したが、いずれの点においても有意な差は認めら
れず、Aβ1-40はシナプス前終末におけるシナプス小胞のリサイクリングには関与しないこと
が分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 27 Aβ1-40はシナプス小胞リサイクリングには関与しない 
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 さらに、②の可能性を検証するために、短時間（50 ms）連続刺激を行った。1 回目の刺
激により誘導される EPSCの amplitudeと、2回目の刺激による EPSC の amplitudeの比率を
Paired-pulse ratio（PPR, 2 nd EPSC amplitude / 1st EPSC amplitude）といい、一般的に、
シナプス前終末における Ca2+感受性が高いときには、PPRの値が低値を示すことが知られて
いる。2 群間における PPR を比較すると、Aβ1-40群では、Control 群と比較すると有意に低
値を示した（Ctrl; n=92, 1.12±0.021, Aβ1-40; n=90, 1.05±0.021,
*, p<0.05, 図 28）。 
①、②の結果から、Aβ1-40群におけるシナプス伝達機能亢進の機序として、シナプス前終末
における Ca2+イオン感受性の亢進が関与していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 28 Aβ1-40はシナプス前終末における Ca
2+イオン感受性を亢進させる 
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 最後に、③の可能性を検証するために、免疫染色法を用いて、各群のオータプスニュー
ロンにおけるシナプス数の定量を行った。結果は、Aβ1-40群では Control群と比較してシナ
プス数が有意に低値を示した（Ctrl; n=40, 448.0±36.02 vesicles, Aβ1-40; n=41, 336.4
±28.47 vesicles,*, p<0.05, 図 29）。このことから、Aβ1-40群では、個々のシナプス伝達
機能が亢進しているが、シナプス形成数が少ないために、全体としてのシナプス伝達物質
放出量が有意に減少している可能性が示唆される結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 29 Aβ1-40はシナプス形成を減少させる 
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3 考察 
 
 本章では、Aβ1-40によるシナプス伝達修飾作用を 2 つの観点から検討した。第 1 節では、
ニューロン成熟後に Aβ1-40 を慢性暴露することで単一ニューロン－アストロサイト共培養
標本におけるシナプス修飾作用を解析した。第 2 節では、第 1 節での Aβ1-40によるシナプ
ス修飾作用がニューロンへの直接作用だけではなく、アストロサイトの変性を介した間接作
用も含まれているのかを検討した。第 1節では、Aβ1-40（0.5 µM、3 日間）を慢性暴露する
と、興奮性シナプス伝達が低下することが明らかとなった。この変化には RRPサイズの低下
を伴うが、シナプス後膜の受容体に関する差異や、シナプス前終末における Ca2+感受性など
の差異は見られなかった。シナプス小胞数、アクティブシナプス数（data not shown）、ま
た bassoon発現量（data not shown）に関する免疫組織学的解析も行ったが、何れの検討に
おいても Aβ1-40による影響は認められなかった。第 1 章の結果から、本条件での Aβ1-40暴
露は、アストロサイトの老化促進作用があることが確認されており、後述するように、本章
におけるシナプス修飾作用への関与を示唆する結果も得られている。老化アストロサイトと
共培養したニューロン（以下、老化型とする）を対照群として、同条件で Aβ1-40 を老化型
に慢性暴露した検討においては、Aβ1-40によるシナプス修飾作用が消失した（表 1）。 
  
 
この結果は以下の 2つの可能性を示している。1つは、Aβ1-40による作用よりも、老化型
アストロサイトのシナプス伝達減少作用の寄与が大きいという可能性である。2つ目は、ア
ストロサイトが老化したことで、Aβ1-40 除去機能、もしくはニューロン保護作用が低下し
66,67,68,69,70,71）、Aβ1-40のニューロンへの直接作用が強く現れた可能性である。これらの可能
性を検討するために、第 2 節ではアストロサイトのみに Aβ1-40を暴露させ、Aβ1-40がニュ
ーロンに直接作用しない環境下で検討を行った。 
 本検討では、Aβによるアストロサイトの老化促進作用が Aβを除去しても老化が維持
していることを応用した 75）。解析結果から、Aβ1-40にはアストロサイトを介した間接的な
シナプス修飾作用が存在することが明らかとなった。Aβ1-40により、興奮性シナプス伝達が
低下し、さらに RRPにおけるシナプス小胞数が減少していることが明らかとなり、このとき、
シナプス伝達確率が増加していた。現在、その詳細なメカニズムに関する解析には至ってい
ないが、ここまでの結果から、発達が未熟なシナプスが形成されている可能性が考えられた。 
本研究室では、オータプスニューロンにおける発達過程におけるシナプス伝達機構の変化
に関する研究も行っており、ニューロンの形成過程では、シナプスの総開口放出量が少ない
が、シナプス前細胞における伝達確率は亢進している（unpublished data）。この過程には、
シナプス形成やサイレントシナプス発現率など様々な要因が関わっているため、さらに詳細
老化型 老化型+Aβ student's t-test
EPSC amplitude 5.11±0.38（n=122） 5.23±0.40（n=112） p = 0.822
RRPV 14417±1352（n=106） 15618±1709（n=106） p = 0.583
表 1 老化型における Aβ1-40のシナプス修飾作用 
 55 
 
な検討を行う必要がある。また、過去の報告から、アクティブゾーン特異的タンパクである
Munc13-1 の活性化は、シナプス前終末のシナプス小胞リサイクリングを亢進し、見かけ上
の RRPサイズが小さく見積もられる可能性があることが分かっている 127）。また、本研究室
では、家族性 AD の原因遺伝子として同定されたヒト変異型アミロイド前駆体タンパク質
（amyloid precursor protein with Swedish mutation, APPswe）遺伝子を導入した Tg2576
マウスを所有しており、in vivo実験では、週齢が進むと認知機能障害や記憶学習障害が発
現することが知られているが、in vitro 実験においても、長期間培養（9 週間以上）した
Tg2576マウスの大脳皮質アストロサイトでオータプス培養標本を作製すると、5週間培養で
は認められなかったシナプス伝達低下が観察された（data not shown）。これらの事実から
も、in vivo、in vitro研究においてアルツハイマー病と細胞老化には密接な関わりがある
ことが考えられる。 
これらの可能性を踏まえて、さらに詳細なメカニズムが解明されれば、現在では不明な点
が多いと言われており、治療満足度が低い疾患、アンメット・メディカル・ニーズの高い疾
患の代表例として長く挙げられてきた、アルツハイマー病のメカニズム解明に繋がり、新た
な治療戦略の開発が期待される。 
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総括ならびに結論 
 
本研究の目的は、アルツハイマー病の原因物質の 1つである Aβが、in vitroにおいて、
脳の老化にどのような影響を及ぼすかを検討し、さらにシナプス伝達機構に与える影響を
解析することである。本研究は、3章で構成されており、第 1章では、Aβ1-40がアストロサ
イトの異常老化促進作用を有することに関する検討を行い、第 2、3章では、老化アストロ
サイトがシナプス伝達、ニューロンの形成に及ぼす影響を、電気生理学的手法、免疫組織
学的手法を用いて検討した。 
 
 第 1 章では、アストロサイトに 0.5 µM Aβ1-40を 72 時間慢性暴露させると、細胞老化が
促進することが明らかとなった。本条件での Aβ1-40 によって促進された老化は炎症を伴わ
ず、細胞死を誘導するものではなかった。通常、in vitro においてアストロサイトを長期
間培養すると、細胞老化が促進するが、β-galactosidase 染色法による細胞老化測定にお
いては、9 週間以上培養しても老化の促進を検出できない。しかし、Aβによる老化促進作
用は、9 週間培養アストロサイトの老化をさらに促進することが確認され、時系列に従った
老化と、Aβ暴露による老化は、異なるメカニズムでの老化促進作用であることが示唆され
た。以上のことから、アルツハイマー病患者の脳内では、正常に起こるもの（自然老化）
とは区別された異常な老化が生じている可能性があり、このことがアルツハイマー病特有
の症状を誘導する原因の 1つではないかと考えた。 
 
 第 2 章以降では、アストロサイトの病態に着目してアルツハイマー病における神経変性
の解析を試みた。まず、アストロサイトの自然老化が、共培養したニューロンにどのよう
な作用を及ぼすかを検討した。 
 
1）自然老化アストロサイトは共培養したニューロンの興奮性シナプス伝達を低下させ、シ
ナプス前終末の RRPにおけるシナプス小胞数の減少が明らかとなった。 
 
2）免疫組織学的解析の結果、総シナプス数には有意な差が認められなかったが、ニューロ
ンの形態が未成熟ニューロンと酷似した特徴を示した。 
 
3）ニューロンの発達に関わる、サイレントシナプス発現の検討を行ったが、その発現率に
は差異がなく、また、アクティブゾーン特異的なタンパク質である bassoon の定量を行っ
たが、有意な差は認められなかった。 
 
 以上の結果から、老化アストロサイトは興奮性シナプス伝達を低下することが明らかと
なり、そのメカニズムにはシナプス前細胞の変異が関わることが示唆される結果が得られ
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たが、詳細は不明である。アストロサイト由来の液性因子や、アストロサイトが制御する
と考えられているシナプス伝達に関わる因子の特定、また、シナプス伝達低下に直接関わ
るタンパク質を同定するためには、さらに網羅的な解析が必要となる。 
 
 第 3章では、Aβ1-40のシナプス修飾作用を検討した。第 1節では、成熟したオータプス培
養標本に Aβ1-40を慢性暴露し、シナプス形成後の Aβ1-40のシナプス修飾作用を解析し、第
2 節では、その作用にはアストロサイトの異常老化が関与しているのかを検討した。 
 
1）DIV 10-11 の成熟オータプスニューロンに Aβ1-40を慢性暴露すると興奮性シナプス伝達
が低下し、シナプス前終末の RRPにおけるシナプス小胞数が減少した。 
 
2）免疫組織学的解析の結果、総シナプス数、ニューロンの形態には有意な差が認められな
かった。 
 
3）老化型培養標本に Aβ1-40 を慢性暴露すると、1）で認められたシナプス伝達の低下が消
失した。 
 
 以上のことから、オータプス培養標本に 0.5 µM Aβ1-40を 72 時間慢性させると、興奮性
シナプス伝達が低下し、RRPにおけるシナプス小胞数が減少することが明らかとなった。こ
の作用は老化アストロサイトによって消失したことから、ニューロンへの直接作用だけで
はなく、アストロサイトを介した間接作用があることを示唆する結果であった。そこで、
第 2節では、Aβ1-40の暴露を受けて異常老化が促進したアストロサイトと、Aβ1-40には直接
暴露されていないニューロンを共培養した標本を用いて、アストロサイトを介した間接的
なシナプス修飾作用の解析を試みた。 
 
1）Aβ1-40 により異常老化が生じたアストロサイトと共培養したニューロンでは、興奮性シ
ナプス伝達が低下した。この変化は、mEPSC frequencyの減少を伴っていた。 
 
2）Pvr、PPRの測定結果から、Aβ群では伝達確率が増加していることが明らかとなった。 
 
3）免疫染色法による解析結果から、Aβ群ではシナプス数が減少していた。 
 
 以上の結果から、Aβ1-40によるシナプス修飾作用にはニューロンへの直接的作用だけでは
なく、アストロサイトへの暴露を介した間接的な作用も存在することが明らかとなった。 
この作用がアストロサイトの老化促進によるものかは明らかではなく、また、ニューロン
への直接作用を完全に抑えるためには、Aβ1-40に暴露されたアストロサイトが培地中に Aβ
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を再び遊離する可能性に関する検討も行わなければならない。 
 近年、多くの難治性神経変性疾患において、アストロサイトが病態の発症や、進行を制
御している可能性に関する検討が行われているが、in vivo研究ではアストロサイトの作用
のみを分割して捉える事が困難であり、また、かつては in vitro研究においても病態を反
映することが困難であり、病態におけるニューロン-アストロサイト相互作用に関する詳細
な機序が不明であった。本研究を含めた、我々のグループでの一連の研究は、老化関連疾
患における in vitro研究の重要性を示したものであり、また、応用性の高い実験方法であ
るため、他の神経変性疾患におけるアストロサイト病態の解明に大いに貢献するものであ
ると考えている。 
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